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Neue Metallchelatharze 



Die vorliegende Erfindung betrifft neue Harze. die fur 
die Metallchelat-Chromatographie geeignet sind und deren 
Herstellung. sowie die Verwendung dieser Metallchelatharze 
zur Reinigung von Pcoteinen. insbesondere solchen. die 
benachbarte Histidinreste enthalten. 

1975 wurde von Porath et al. [Nature 258. 598-599 
(1975)] die Metallchelat-Affinitats-Chromatographie. eine 
neue Reinigungsmethode far Proteine. eingefuhrt. Diese neue 
Technik wurde inzwischen vielerorts erfolgreich angewendet 
und bereits in uebersichtsartikeln abgehandelt [Lonnerdal. 
B. and Keen C.L.. J. Appl. Biochem. 4. 203-208 (1982); 
Sulkowski. E. . Trends in Biotechnology 3. 1-7 (1985)]. Die 
Metallchelat-Aff initats-Chromatographie basiert auf der 
Erkenntnis. dass durch Chelatbindung an ein Chromatographie- 
gel gebundene (immobilisierte) Metallionen wie Cu und 
Zn 2+ mit an der Oberflache von Proteinen betindlichen 
Elektronendonorgruppen. insbesondere der Imidazol-Seiten- 
kette des Histidins. in reversible Wechselwirkung treten 
konnen. Bei einem pH-Wert. bei dem die Elektronendonorgruppe 
mindestens teilweise in nicht-protonierter. Form vorliegt 
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wird das Protein an das Chromatographiegel (z.B. Agarose) 
gebunden und kann anschliessend. beispielsweise mittels 
eines Puffers mit niedrigem pH-Wert. bei dem die Elektronen- 
donorgruppe protoniert ist. eluiert werden. Als Chelatbild- 
5 ner hat sich beispielsweise Iminodiessigsaure sehr bewahrt. 
die tiber einen sogenannten Spacer an die Tragermatrix des 
Harzes gebunden wird. 

Ein ideales Chelat-Harz ftir die Reinigung von Biopoly- 
10 meren muss also einerseits die Metallionen stark komplexie- 
ren und andererseits reversible Wechselwirkungen zwischen 
Metallionen und Proteinen erlauben. Immobilisierte Iminodi- 
essigsaure erfiillt diese Bedingungen fur Cu Il -Ionen weit- 
gehend. fur Ni II -Ionen nur begrenzt. da letztere nur 

15 schwach gebunden und schon beim Beladen mit dem Proteinge- 
misch oft ausgewaschen werden. Andererseits sind 
N i 1I _Chelatharze fiir die Reinigung von biologischem 
Material von besonderem Inter esse. w e^J^ i2+ eine h6nece 
Koordinationszahl besitzt: Ni^-Ionen/sechs Liganden 

20 komplexieren. cu TI -Ionen vorzugsweise vier. In Nickelkom- 
plexen stehen ftir die Verankerung der Metallionen im Harz 
vier Valenzen und ftir die Wechselwirkungen zwischen Metall- 
ionen und Biopolymeren zwei Valenzen zur Verftigung. 

25 Es hat bisher nicht an Versuchen gefehlt Chelatharze mit 

mSglichst grosser Aff initat zu einem Metallion herzustellen. 
Als komplexbildende Komponente wurden z.B. N.N.N ' -Ethylen- 
-diamintriessigsSure [Haner. M. et al.. Anal. Biochem. 138. 
229-234 (1984)] und 1 . 3-Diaminopr opan N.N.N' ,N ' -tetraessig- 

30 saure [Moyers. E.M. and J.S. Fritz. Anal. Chem. 49. 418-423 
(1977)] eingesetzt. Diese Harze haben jedoch den Nachteil. 
dass die Wechselwirkungen zwischen Metallionen und Biopoly- 
meren nicht optimal sind. 
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Nitrilotriessigsaure ist ein vierzahniger Chelatbildner . 
imraobilisierte Nitrilotriessigsaure ware ein geeignetes 
Chelatharz fiir Metallionen mit der Koordinationszahl sechs, 
da zwei Valenzen fiir die reversible Bindung des Biopolymeren 
5 zur Verftlgung stehen. Ein solches Metallchelatharz sollte 
sich besonders fiir die Bindung von Proteinen mit zwei 
benachbarten Histidinen auf seiner Oberf lache eignen, 

Nitrilotriessigsaure kann aber nicht analog zu Imminodi- 
10 essigsaure an einen TrSger gebunden werden. ohne dass ihre 
FShigkeit zur Chelatbindung sich wesentlich verschlechtert . 
Dieses Problem konnte durch die Herstellung neuer Nitrilo- 
tr iessigsclureder ivate der Formel 



worin x 2. 3 oder 4 bedeutet, 
und deren immobilisierung an eine Tragermatrix via einen 
Spacer gelost werden. 



Die vorliegende Erfindung betrifft daher Nitrilotri- 
essigsaurederivate der vorstehend genannten Formel und deren 
Salze sowie Verfahren zu deren Herstellung. Besonders bevor- 
zugte erf indungsgemasse Nitr ilotr iessigsSurederivate sind 
25 N-[3-Amino-l-carboxypropyl]-iminodiessigsaure und N-[5- 
-Amino-l-carboxypentyl]-iminodiessigs3iure. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ferner Metallchelat- 
harze, die sich auf Grund ihrer Metallchelatgruppen fiir die 
30 Reinigung von Proteinen. insbesondere solchen, die benach- 
barte Histidine enthalteh, eignen. sowie Verfahren zu deren 
Herstellung. 

Die erf indungsgemMssen Metallchelathar ze sind durch die 
35 allgemeinen Formel Tragermatrix-Spacer-NH-.(CH 2 ) X - 
-CH(COOH)-N(CH 2 COO") 2 Ni 2+ definiert, worin x 2. 3 



15 



NH 2 - ( CH 2 ) x -CH ( COOH ) -N ( CH 2 COOH ) 2 
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Oder 4 bedeutet. 

Als Tragermatrix kommen Materialien in Frage. wie sie in 
der Affinitats- und Gelchromatographie verwendet werden, 

i beispielsweise vecnetzte Dextrane, Agarose ( insbesondere in 

® 

der unter dem War enzeichen Sepharose bekannten Form) 
Oder Polyacrylaraide . 

Als Spacer kommen die aus der Af f initats-Chromatographie 
0 bereits bekannten Spacer-Gruppen in Frage, wobei die Gruppen 
-O-CH -CH(OH) -CH - und -O-CO- bevorzugt sind . 

Besonders bevorzugte erf indungsgemasse Chelatharze sind 
solclie der Formeln 

5 

[Agarose- bzw. 

Sepharose®CL 6B]-0-CH 2 -CH(OH)-CH 2 -NH-(CH 2 ) 4 -CH(COOH)- 

-N(CH 2 COO") 2 Ni 2+ 

20 und 

Agarose -O-CO-NH-(CH 2 ) 2 -CH(C0OH)-N(CH 2 COO") 2 Ni 2+ . 

Die Herstellung der erf indungsgemSssen Nitrilotriessig- 
25 saurederivate kann in an sich bekannter Weise. durch Um- 
setzung einer N-terminal geschtitzten Verbindung der Formel 
R-HN-(CH 2 ) x -CH(NH 2 )-COOH. worin R eine Aminoschutz- 
gruppe und x 2, 3 Oder 4 bedeuten. mit Bromessigsaure in 
alkalischem Medium und anschliessender Abspaltung der 
30 schutzgruppe erfolgen. Eine bevorzugte Aminoschutzgruppe ist 
der Benzyloxycarbonylrest (Z). der durch katalytische 
Hydrierung, vorzugsweise mit Pd/C, wieder entfernt werden 
kann. Auf diese Weise konnen N T -Z-I,-2 . 4-Diaminobutter- 
saure und N c -Z-L-Lysin in die vorstehend genannten 
35 besonders bevorzugten Nitrilotr iessigs£ureder ivate ttberftihrt 
werden. 



- 5 - 



0 253 303 



Die Herstellung der er f indungsgemassen Chelatharze kann 
in an sich bekannter Weise erfolgen. wobei zunachst die 
Tragermatrix f unktionalisiert wird (Einftthrung des Spacers) 
und dann das gewiinschte Nitr ilotr iessigsaureder ivat kovalent 
an den Spacer gebunden wird- 

Bei Agarose als Tragermatrix setzt man beispielsweise 
mit Epibromhydrin in alkalischem Medium urn, so dass man 
Oxiran-agarose erhait. die -0-CH 2 -CH-CH 2 -Gruppen ent- 

halt. Die Oxiran-agarose kann dann in an sich bekannter 
Weise durch Umsetzung mit einem erf indungsgemassen Nitrilo- 
essigsaurederivat , vorzugsweise rait N- [ 3~Araino-l-carboxy- 
propyl]~iminodiessigsaure oder N- [ 5-Amino-l-carboxypentyl ] - 
-iminodiessigsaure, in alkalischem Medium und anschliessen- 
dem Waschen mit einer Nickelsalzlosung, beispielsweise mit 
Nickelsulf at. in das gewtinschte erf indungsgemasse Chelatharz 
iibergefuhrt werden. 1st in speziellen Fallen der Einsatz 
eines anderen Metallions (z.B. Co. Cd) vorteilhaft. so kann 
das entsprechende Metallchelat leicht durch Umsetzung des 
Harzes mit einem geeigneten Metallsalz erhalten werden. 
Statt Epibromhydrin kann auch Epichlorhydr in eingesetzt 
werden. Als Agarose verwendet man zweckmSssigerweise ein 
standardisiertes Produkt. vorzugsweise sepharose der 
Firma Pharmacia. Uppsala, Schweden. Besonders geeignet ist 
Sepharose® CL-6B . In analoger Weise kdnnen Polyacryl- 
harze, die freie Hydroxygruppen enthalten. wie vorstehend 
angegeben. in erf indungsgemasse Chelatharze iiberftthrt 
werden, Bei Verwendung von Kationenaustauscherharzen als 
Matrix kann die Kopplung des Nitr ilotr iessigsaureder ivats 
direkt unter Ausbildung einer Amidbindung erfolgen, 

Zur Herstellung der erf indungsgemassen Chelatharze 
k5nnen auch im Handel erhaitliche, bereits f unktionalisier te 
TrSgermatrizes verwendet werden. Eine beso.nders bevorzugte 
funktionalisierte Tragermatrix im Zusammenhang mit der 
vorliegenden Erfindung ist Imidazolcarbamat-agarose. die 
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-O-CO-N N-Gruppen enthMlt. und die utiter dera Markennamen 
\^ 

Reactigel™ dec Firraa Pierce. Rockford. IL. USA. im Handel 
5 ist . 

Es hat sich gezeigt. dass sich die erf indungsgemassen 
Chelatharze durch eine besonders hohe SpezifitMt gegentiber 
Peptiden und Proteinen. die benachbarte Histidinreste ent- 

10 halten. auszeichnen und daher besonders geeignet sind fiir 
die Reinigung von Proteinen mit benachbarten Histidinresten. 
insbesondere solchen. die 2 benachbarte Histidinreste ent- 
halten. Der Ausdruck "benachbarte Histidinreste" bezieht 
sich auf die Anordnung der Histidinreste der betreffenden 

15 Peptide und Proteine im dreidimensionalen Raum. d.h. an der 
Oberflache der Ver bindungen. Die Nachbarschaf t der Histidin- 
reste kann bereits aufgrund der Primer struktur gegeben sein 
oder erst durch die Sekundar- und/oder Tertiarstruktur 
zustandekommen. Die erf indungsgemassen Chelatharze eignen 

20 sich daher zur Reinigung von nativen und denatur ierten 

Proteinen, die raehrere, insbesondere benachbarte. vorzugs- 
weise unmittelbare benachbarte Histidinreste enthalten. 

Die erf indungsgemassen Chelatharze k6nnen batch-weise 
25 oder in kontinuier lich zu betreibenden SSulen verwendet 
werden. Die erf indungsgemassen Chelatharze werden vor der 
Beladung mit Protein zweckm§ssigerweise mit einem wassrigen 
Puffer, der selber keine Chelate mit Nickel bildet, vorzugs- 
weise einem Phosphatpuf f er . pH 8. Mquilibriert . Der Aequili- 
30 brierungspuf f er (wie auch die Elutionspuf f er ) kann ein 
Denatur ierungsmittel bzw. ein Detergenz. beispielsweise 
Guanidin»HCl. Harnstoff oder Triton enthalten. Der Zusatz 
eines solchen Denatur ierungsmittels oder Detergenzes erm6g- 
licht problemloses Arbeiten selbst mit Proteinen. die in 
35 wassriger LSsung extrem schwer loslich sind. wie beispiels- 
weise Membranproteine. Die Elution des Proteins kann bei 
konstantem pH-Wert oder mit linear oder diskontinuier lich 
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fallenden pH-Gradienten durchgeftthrt werden. Die optimalen 
Elutionsbedingungen hangen von der Menge und Art der vorhan- 
denen Verunreinigungen. der Menge des zu reinigenden 
Materials, den saulendimensionen usw. ab und sind zweckraas- 
5 sigerweise von Fall zu Fall zu bestimmen. 

Die folgenden Beispiele illustrieren die Herstellung 
erfindungsgemasser Nitrilotriessigsaurederivate sowie die 
Herstellung erfindungsgemasser Metallchelatharze und deren 
Verwendung bei der Reinigung von Proteinen mit benachbarten 
Histidinresten. 

Beispiel 1 

41,7 g Bromessigsaure wurden in 150 ml 2N Natronlauge 
gel5st und auf 0°C gektthlt. Dazu wurde unter Rlihren eine 
LSsung von 42 g N e -Z-L-Lysin in 225 ml 2N Natronlauge 
bei 0-C langsam zugetropft. Nach 2 Stunden wurde die Ktihlung 
abgestellt und liber Nacht weitergertthrt . Dann wurde das 
Reaktionsgemisch wahrend 2 Stunden bei 50-C gehalten und 
anschliessend wurden 450 ml IN Salzsaure zugesetzt. Nachdem 
das Gemisch abgektihlt war wurden die ausgeschiedenen 
Kristalle abfiltriert. Das Produkt wurde in IN Natronlauge 
gelSst und mit der gleichen Menge IN Salzsaure erneut 
gefallt und abfiltriert. Es wurden 40 g N-[5-Benzyloxycar- 
bonylamino-l-carboxypentyl]-iminodiessigsaure in Form 
weisser Kristalle. Smp. 172-174-C (Zers.). 1*1^ - +9- 9 ° 
(c = 1: 0.1 N NaOH) , erhalten. 
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7.9 g des erhaltenen Lysinder ivats wurden in 49 ml IN 
Natronlauge gelost und nach Zusatz einer Spatelspitze 5% 
Pd/C bei Rauiutemperatur und Normaldruck hydriert. Der Kata- 
lysator wurde abfiltriert und das Filtrat eingedampft. Es 
resultierten 6.2 g N-[5-Amino-l-carboxypentyl]-iminodiessig- 
35 saure. deren Struktur. NH 2 -(CH 2 ) 4 -CH(COOH)- 

-N(CH COOH)_. dutch das NMR-Spektrum bestatigt wurde. 

2 2 
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100 ml Sepharose® CL-6B (Pharmacia) wurden auf einer 
Glasf ilternutsche zweimal mit ca. 500 ml Wasser gewaschen 
und dann in einem 500 ml Rundkolben mit 16 ml 4N Natronlauge 
und 8,22 ml Epibromhydrin 4 Stunden bei 30°C umgesetzt. Das 

5 Totalvolumen des ReaKtionsgemisch.es war 200 ml. Anschlies- 
send wurde die aktivierte Sepharose abfiltriert. mit Wasser 
neutral gewaschen und zurtlck in das Reaktionsgef ass trans- 
feriert. 6.5 g N-[5-Amino-l-carboxypentyl3-iminodiessigsaure 
vrarden in 50 ml Wasser gelSst und zusammen mit 10.6 g festem 

10 soda zur aktivierten Sepharose gegeben. Das Gemisch wurde 
bei 60°C tiber Nacht langsara geriihrt. Das resultierende 
Chelatharz mit der Formel [Sepharose®CL-6B]-0-CH 2 - 
-CH(OH) -CH 2 -NH- ( CH 2 ) 4 -CH( COOH) -N (CH 2 COOH) 2 

(NTA-Harz) wurde anschliessend in einer Chromatographiesaule 
15 nacheinander mit 500 ml Wasser. 100 ml wassrigem 
NiSO «6H 2 0 (2 Gew.-%). 200 ml Wasser. 200 ml 0.2M 
Essigsaure (enthaltend 0.2M NaCl und 0.1 Gew./Vol.% Tween 
20) und 200 ml Wasser gewaschen. Die Nickelionenkonzentra- 
tion des resultierenden Chelatharzes der Formel 
20 [ S epharose®CL-6B]-0-CH 2 -CH(OH)-CH 2 -NH-(CH 2 ) 4 - 

-CH ( COOH) -N(CH 2 COO" ) 2 Ni 2+ betrug etwa 7.1 Mikro- 
mol/ml. 



Beispiel 2 



25 



Fiir einen qualitativen Vergleich der Stabilitaten der 
Nickelkomplexe von immobilisierter iminodiessigsaure (IMA) 
und immobilisierter NitrilotriessigsMure (NTA) wurden die 
beiden Nickelchelatharze mit einer wMsserigen L5sung von 
30 iminodiessigsaure eluiert und das Auswaschen der Nickelionen 
verf olgt. 

in eine Chromtographiesaule (d = 1.6 cm) wurden 50 ml 
IMA-Harz der Formel Agarose-0-CH 2 -CH(OH)-CH 2 - 
35 _N(CH 2 COOH) 2 (Herstellung siehe EuropSische Patentanmel- 
dung Nr. 84101814.6. VerSf f entlichungsnummer 118 808) 
geftillt und gut mit Wasser gewaschen. Dann wurden bei einer 
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Durchf lussgeschwindigkeit von 100 ral/h 10 ml einer 0.012M 
NiSO »5H O-LSsung in Wasser aufgetragen und anschlies- 
send die Saule mit 70 ml Wasser gewaschen. Mit 0.1M wassri- 
ger Iminodiessigsaure (IMA). pH 7.0. wurde eluiert. Ks 
5 wurden Fraktionen zu je 10 ml gesammelt. In den Fraktionen 
10-19 konnten Nickelionen nachgewiesen werden (UV 390 nm) . 

In gleicher Weise wurden 50 ml NTA-Harz der Struktur 
[Sepharose®CL-6B]-0-CH 2 -CH(0H)-CH 2 -NH-(CH 2 ) 4 - 

10 CH(COOH)-N(CH 2 COOH) 2 in eine Chromatographiesaule 

(d = 1.6 cm) gefullt, mit Wasser gewaschen. danach mit 10 ml 
0.012M NiSO »5H 2 0 beladen. wieder mit Wasser gewaschen 
und mit 0.1M wassriger Iminodiessigsaure. pH 7.0. eluiert. 
Erst in den Fraktionen 30-34 konnten Nickelionen nachge- 

15 wiesen werden (UV 390 nm) . womit gezeigt ist. dass im neuen 
NTA-Harz die iJi II -lonen starker gebunden sind als im 
bekannten IMA-Harz. 



20 



25 



30 



35 



Beispiel 3 

6.5 g Bromessigsaure wurden in 8.1 ml 4N Natronlauge 
gelSst und auf 0»C gektihlt. Dazu wurde unter Rtthren eine 
Losung von 4.1 g N Y -Benzyloxycarbonyl-L-2.4-diamino- 
buttersaure in 24.4 ml 2N Natronlauge zugetropft. Nach 
2 Stunden wurde die Kiihlung abgestellt und ttber Nacht 
weitergertthrt. Dann wurde das Reaktionsgemisch wShrend 
2 Stunden bei 50-C gehalten und anschliessend wurden 12.2 ml 
4N SalzsSure zugesetzt. Nachdem das Gemisch abgekuhlt war. 
wurden die ausgeschiedenen Kristalle abf iltriert. Das 
produkt wurde in 2N Natronlauge gel5st und mit 6.1 ml 4N 
salzsaure erneut gefMllt und abfiltriert. Es wurden 5 g 
N- [ 3-Benzyloxycar bony lamino-l-carboxypr opyl ] - iminodiessig- 
saure in Form weisser Kristalle. Srap. 136-138-C (Zers.). 
erhalten. 

2.9 g des erhaltenen Buttersaureder ivates wurden in 16 
ml IN Natronlauge gelSst und nach Zusatz einer Spatelspitze 
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5% Pd/C bei Raumtemperatur und Normaldruck hydriert. Der 
Katalysator wurde abfiltriert und das Filtrat eingedampft. 
Es resultierten 2.2 g N-CS-Amino-l-carboxypropylJ-inunodi- 
essigsaure. deren Struktur. NH 2 -(CH 2 ) 2 -CH(COOH)- 
_N(CH COOH),. durch das NMR-Spektrum bestatigt wurde. 
2 2 

Eine Losung von 1.9 g der erhaltenen N_[3-Amino-l-car- 
boxypropyl]-iminodiessigsaure in 50 ml Wasser wurde mit 2.6 
g fester Soda versetzt, zu dem auf 0«C gekiihlten Gemisch. 
wurden 50 ml mit imidazolcarbamat aktivierte Agarose 
(Reacti-Gel™ der Firma Pierce) zugegeben. Nach 15 Stunden 
inkubation bei 0»C wurde das resultierende Chelatharz der 
Formel Agarose-O-CO-NH- (CH 2 ) 2 -CH(COOH) -N(CH 2 COOH) 2 
abfiltriert. mit wasser gewaschen und wie in Beispiel 1 
beschrieben mit Ni^-Ionen beladen. Die Nickelionenkonzen- 
tration des resultierenden Chelatharzes der Formel 
Agarose-O-CO-NH- (CH 2 ) 2 -CH(COOH) -N(CH 2 COO" )Ni + 
betrug 3.1 Mikromol/ml. 

Beispiel 4 



Eine Saule (0 1 cm. Lange - 4.8 cm) @ wurde mit metall- 
freiem Chelatharz der Formel [Sepharose 0 CL-6B]-O-CH 2 - 
-CH(OH) -CH.-NH- (CH 2 ) 4 -CH(COOH)-N (CH 2 COOH) 2 

25 (NTA-Har z ) geftlllt und das Harz durch Spiilen mit dem drei- 
fachen Saulenvo lumen 0.1M NiS0 4 .5H 2 0 und anschliessen- 
des Waschen mit dem dreifachen Saulenvolumen 0.2M Essigsaure 
in die Nickelform gebracht. Anschliessend wurde mit 0.1M 
Natriumphosphatpuffer (pH 8.0 und 0.5M NaCl aquilibnert 

30 (Durchfluss jeweils 13,2 ml/Std.). 

1 mg eines Modellpeptids der Formel His-His-Leu-Gly-Gly- 
-Ala-Lys-Glu-Ala-Gly-Asp-Val wurde in 1 ml Aequilibrier- 
puffer aufgenommen und auf die Saule aufgetragen. Durch 
35 waschen mit 0.1M Imidazol in 0.1M Natriumphosphat . pH 8.0 
und 0.5M NaCl konnte das Modellpeptid eluiert werden. Der 
Nachweis im Eluat erfolgte mit Ninhydrin nach Moore. S. und 
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Stein. W. [J. Biol. Chem. 176. 367-388 (1948)], 

Beispiel 5 

5 In zu Beispiel 4 analoger Weise wurde eine Saule (0 » 

1 cm, LSnge = 4,8 cm) mit NTA-Harz gefttllt und das Hacz in 
die Nickelform gebracht. Nach dem Waschen mit 0,2M Essig- 
s^ure wurde die saule mit 7M Guanidin»HCl in 0.1M Natrium- 
phosphatpuf fer (pH 8,0) Squilibr iert . 

10 

Verschiedene Mengen (bis zu 12,7 mg) eines Modellpeptids 
mit der Focmel Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe-His-Leu-Val- 
-Ile-His-Ser wurden in 1 ml 7M Guanidin*HCl und 0,1M 
Natr iumphosphat (pH 8,0) gel5st und auf die SSule aufge- 
15 ttagen. Dieses Peptid ist in 7M Guanidin*HCl sehr gut, 
jedoch in 0,1M Natr iumphosphat und 0,5M NaCl schlecht 
lbslich. Die Elution erfolgte durch stufenweises Senken des 
pH-Wertes. Das Peptid wurde mittels UV-Spektroraetr ie bei 
X. = 280 nm nachgewiesen. 

20 

Als Vergleichssubstanzen wurden Trypsin aus Rinder- 
pankreas und Cytochrom C aus Pferdeherz verwendet. Keines 
der beiden Proteine bindet bei pH 8 an das NTA-Harz . Offen- 
sichtlich spielt die Anordnung der Histidine eine ausschlag- 

25 gebende Rolle. Beim Trypsin befinden sich drei Histidine in 
den Positionen 29, 46 und 79. die trotz Entfaltung der 
Struktur durch 7M Guanidin nicht in der Lage sind, einen 
stabilen Komplex zu bilden und beim Cytochem C sind die 
beiden Histidine zwar rSumlich benachbart (Positionen 18 und 

30 26), aber nicht in der Lage. einen zweizShnigen Liganden zu 
bilden, da ein Histidin an das Ham-Eisen gebunden ist. 

Beispiel 6 

35 Laktatdehydrogenase-Isoenzyme sind tetramere Proteine 

mit einem Molekulargewicht von 140*000. Die Isoenzyme aus 
Schwein sind weitgehend homolog mit Ausnahrae der amino- 
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terminal Region. Diese befindet sich an dec Protexnober- 
flache. Das Herztyp-Isoenzym besitzt in dieser Region kein 
Histidin. das Muskeltyp-Isoenzym hingegen drei. darunter dxe 
Sequenz His-Val-Pro-His [L.Li et al.. J. Biol. Chem. 258. 
5 7029-7032 (1983)]. 

Wie in Beispiel 4 beschrieben wurde sine Saule (0 = 
1 cm Lange = 4.8 cm) mit NTA-Harz gefttllt. das Harz in die 
Nickelform gebracht und mit 0.1M Natriumphosphatpuf f er ( P H 

10 7 5) und 0.5M NaCi aquilibr iert . 2 mg Laktatdehydrogenase 
aus Schweineherz (H 4 -LOH) Oder Schweinemuskel (M 4 -LOH) 
warden in 1.5 ml Aequilibr ierpuf f en aufgenommen und auf die 
Saule aufgetragen. Wahrend H 4 -LOH trotz ihrer 28 Histidin- 
reste nicht adsocbiert wurde. wurde M 4 -LOH bei PH 7,5 

15 absorbiert und konnte durch senken des pH-wertes auf 6 
eluiert werden. 

Dieses Experiment zeigt. dass das NTA-Harz ausserst 
selektiv ist fur Proteine. die als Struktur element benach- 
20 barte Histidine auf der Proteinoberf lache besitzen. 



25 



30 



35 
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1. Metallchelatharz dec Formel 

5 Ttagermatti X -S P acet-NH-(CH 2 ) x -CH(COOH)-N(CH 2 COO-) 2 Ni 2+ (I) 
worin X 2. 3 Oder 4 bedeutet. 

2. Metallchelatharz gemass Anspruch 1. worin die Trager- 
10 matrix Agarose ist. 

3. Metallchelatharz gemass Anspruch 1. worin die TrSger- 
matrix Sepharose CL-6B ist. 

XS 4- Metallchelatharz gemass einem der Ansprttche 1-3. 

worin der Spacer -O-CO- Oder -0-CH 2 -CH(OH) -CH 2 - ist. 

5. Eine Verbindung der Formel 
20 H 2 N-(CH 2 ) X -CH(COOH)-N(CH 2 COOH) 2 

worin x 2, 3 oder 4 bedeutet. 
und deren Salze. 

25 6. N-[3-Amino-l-carboxypropyl]-iminodiessigsaure. 

7. N-[5-Amino-l-carboxypentyl]-iminodiessigsaure. 

8. Verfahren zur Herstellung eines Metallchelatharzes 

30 gemass einem der Anspriiche 1-4. dadurch geKennzeichnet. dass 
man eine Verbindung gemass einem der Ansprtlche 5-7 mit einer 
durch Spacergruppen funktibnalisierten TrSgermatrix umsetzt 
und anschliessend mit einer Nickelsalzlosung wascht. 



35 



5 
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9. Verfahren gemass Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet . 
dass die funktionalisierte Tragermatrix Oxiran-Agarose 1st. 

die -O-CH -CH-CH -Gruppen enthalt. 

2 \ / 2 
O 

10. Verfahren gemass Anspruch 8. dadurch gekennzeichnet . 
dass die funktionalisierte Tragermatrix. Imidazolcarbamat- 

Agarose ist. die -O-CO-N^^N-Gruppen enthalt. 

11. verfahren zur Herstellung einer Verbindung der Formel 

H 2 N- (CH 2 ) x -CH(COOH) -N (CH 2 COOH) 2 

15 worin x 2. 3 Oder 4 bedeutet. 

dadurch gekennzeichnet. dass man eine N-terminal geschiitzte 
Verbindung der Formel 



10 



20 



R-HN- ( CH ) -CH(NH ) -COOH 



worin R eine Aminoschutzgruppe und x 2. 3 Oder 4 
bedeuten. 

mit mindestens 2 Aequivalenten Bromessigsaure umsetzt und 
aus dem resultierenden Reaktionsprodukt die Schutzgruppe 
25 abspaltet. 

12. Verfahren genuiss Anspruch 11. dadurch gekennzeich- 
net. dass die Schutzgruppe Benzyloxycarbonyl (2) ist und 
deren Abspaltung durch Hydrierung in Gegenwart von Pd/C 

30 erfolgt. 

13. Verfahren zur Herstellung von [ 3-Amino-l-carboxy- 
propyl]-irainodiessigsaure. dadurch gekennzeichnet. dass man 
N T -Benzyloxycarbonyl-L-2.4-diaminobuttersaure mit Brora- 

35 essigsaure umsetzt und das resultierende Reaktionsprodukt in 
Gegenwart von Pd/C hydriert. 
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14. Verfahren zur Herstellung von N-[5-Araino-l-carboxy- 
pentyl]-iminodiessigsaure, dadurch gekennzeichnet , dass man 
N E -Benzyloxycarbonyl-L-lysin mit Bromessigsaure umsetzt 

und das resul tierende Reakt ionsprodukt in Gegenwart von Pd/C 
hydr iert . 

15. Verfahren zur Reinigung von Proteinen, die mehrere 
benachbarte Histidinreste enthalten, dadurch gekennzeichnet. 
dass man sie der Af f initats-Chroraatographie an einem 
Metallchelatharz gemSss den Ansprtichen 1-4 unterwirft. 

16. Vecwendung eines Chelatharzes gemSss einem der 
Anspruche 1-4 in der Metallchelat-Chromatographie . 

17. Verwendung eines Chelatharzes gemSss einem der 
AnsprUche 1-4 zur Reinigung von Proteinen. die mehrere 
Histidinreste enthalten. 

18. Verwendung eines Chelatharzes gemass einem der 
AnsprUche 1-4 zur Reinigung von Proteinen. die 2 unmittelbar 
benachbarte Histidinreste enthalten. 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft neue Harze, 
die fOr die Metallcheiat-Chromatographie geeignet 
sind und deren Herstellung, sowie die Verwendung 
dieser Metallchelatharze zur Reinigung von Protei- 
nen, insbesondere solchen, die benachbarte Histid- 
inreste enthalten. 

1975 wurde von Porath et al. [Nature 258, 598- 
599 (1975)3 die Metal Ichelat-Aff in itats-Chromatog ra- 
phie, eine neue Reinigungsmethode fur Proteine, 
eingefuhrt. Diese neue Technik wurde inzwischen 
vielerorts erfolgreich angewendet und bereits in 
Uebersichtsartikeln abgehandelt [Lonnerdal, B. and 
Keen C.L, J. Appl. Biochem. 4, 203-208 (1982); 
Sulkowski, E., Trends in Biotechnology 3, 1-7 
(1985)]. Die Metallchelat-Affinitats-Chromatographie 
basiert auf der Erkenntnis, dass durch Chelatbin- 
dung an ein Chromatographiegel gebundene 
(immobilisierte) Metallionen wie Cu 2 * und Zn 2 mit 
an der Oberflache von Proteinen befindlichen Elek- 
tronendonorgruppen, insbesondere der Imidazol- 
Seitenkette des Histidins, in reversible Wechselwir- 
kung treten konnen. Bei einem pH-Wert, bei dem 
die Elektronendonorgruppe mindestens teilweise in 
nicht-protonierter Form vorliegt wird das Protein an 
das Chromatographiegel (z.B. Agarose) gebunden 
und kann anschliessend, beispielsweise mittels ei- 
nes Puffers mit niedrigem pH-Wert, bei dem die 
Elektronendonorgruppe protoniert ist, eluiert wer- 
den. Als Chelatbildner hat sich beispielsweise Imi- 
nodtessigsaure sehr bewahrt, die uber einen soge- 
nannten Spacer an die Tragermatrix des Harzes 
gebunden wird. 

Ein ideales Chelat-Harz fur die Reinigung von 
Biopolymeren muss also einerseits die Metallionen 
stark komplexieren und andererseits reversible 
Wechselwirkungen zwischen Metallionen und Pro- 
teinen erlauben. Immobilisierte Iminodiessigsaure 
erfUllt diese Bedingungen fUr Cu"-lonen weitge- 
hend, fOr Ni'Monen nur begrenzt, da letztere nur 
schwach gebunden und schon beim Beladen mit 
dem Proteingemisch oft ausgewaschen werden. 
Andererseits sind Ni"-Chelatharze fur die Reinigung 
von biologischem Material von besonderem Inter- 
esse. weil Ni 2 * eine hohere Koordinationszahl be- 
sitzt: Ni"-lonen konnen sechs Liganden komplexie- 
ren, Cu"-lonen vorzugsweise vier. In Nickelkomple- 
xen stehen fUr die Verankerung der Metallionen im 
Harz vier Valenzen und fur die Wechselwirkungen 
zwischen Metallionen und Biopolymeren zwei Va- 
lenzen zur Verftigung. 

Es hat bisher nicht an Versuchen gefehlt Che- 
latharze mit moglichst grosser Affinitat zu einem 
Metallion herzustellen. Als komplexbildende Kom- 
ponente wurden z.B. N.N.N'-Ethylen-diamintriessig- 
saure [Haner, M. et al., Anal. Biochem. 138, 229- 
234 (1984)] und 1 ,3-Diaminopropan N.N.N'^'-tetra- 
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essigsaure [Moyers, E.M. and J.S. Fritz, Anal. 
Chem. 49, 418-423 (1977)] eingesetzt. Diese Harze 
haben jedoch den Nachteil, dass die Wechselwir- 
kungen zwischen Metallionen und Biopolymeren 
5 nicht optimal sind. 

Nitrilotriessigsaure ist ein vierzahniger Chelat- 
bildner. Immobilisierte Nitrilotriessigsaure wa're ein 
geeignetes Chelatharz fUr Metallionen mit der Ko- 
ordinationszahl sechs, da zwei Valenzen fur die 
10 reversible Bindung des Biopolymeren zur VerfO- 
gung stehen. Ein solches Metallchelatharz sollte 
sich besonders fur die Bindung von Proteinen mit 
zwei benachbarten Histidinen auf seiner Oberflache 
eignen. 

75 Nitrilotriessigsaure kann aber nicht analog zu 

Imminodiessigsaure an einen Trager gebunden 
werden, ohne dass ihre Fahigkeit zur Chelatbin- 
dung sich wesentlich verschlechtert. Dieses Pro- 
blem konnte durch die Herstellung neuer Nitrilo- 
20 triessigsaurederivate der Formel 

NH 2 -(CH 2 )x-CH(COOH)-N(CH2COOH)2 I 

worin x 2, 3 Oder 4 bedeutet, 
25 und deren Immobilisierung an eine Tragermatrix 
via einen Spacer gelost werden. 

Die vorliegende Erfindung betrifft daher Nitrilo- 
triessigsaurederivate der vorstehend genannten 
Formel und deren Salze sowie Verfahren zu deren 
30 Herstellung. Besonders bevorzugte erfindungsge- 
masse Nitrilotriessigsaurederivate sind N-[3-Amino- 
1-carboxypropyl]-iminodiessigsaure und N-[5- 
Amino-1-carboxypentyl]-iminodiessigsaure. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ferner Metall- 
35 chelatharze, die sich auf Grund ihrer Metallchelat- 
gruppen fur die Reinigung von Proteinen, insbeson- 
dere solchen, die benachbarte Histidine enthalten, 
eignen, sowie Verfahren zu deren Herstellung. 

Die erfindungsgemassen Metallchelatharze 
40 sind durch die allgemeinen Formel Tragermatrix- 
Spacer-NH-(CH 2 )x-CH(COOH)-N(CH2COO-)2 Ni 2 * 
definiert, worin x 2, 3 Oder 4 bedeutet. 

Als Tragermatrix kommen Materialien in Frage, 
wie sie in der AffinitSts- und Gelchromatographie 
45 verwendet werden, beispielsweise vernetzte Dex- 
trane. Agarose (insbesondere in der unter dem 
Warenzeichen Sepharose® bekannten Form) oder 
Polyacrylamide. 

Als Spacer kommen die aus der Affinitats- 
50 Chromatographic bereits bekannten Spacer-Grup- 
pen in Frage, wobei die Gruppen -0-CH 2 -CH(OH)- 
CH 2 - und -O-CO- bevorzugt sind . 

Besonders bevorzugte erfindungsgemSsse 
Chelatharze sind solche der Formeln 

55 

[Agarose- bzw. Sepharose®CL 6B]-0-CH 2 -CH(OH)- 
CH 2 -NH-(CH2)4-CH(COOH)-N(CH 2 COO-) 2 Ni 2 * 



2 
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und 

Agarose -0-CO-NH-(CH 2 )2-CH(COOH)-N- 
(CH 2 COO-)2 Ni 2 \ 

Die Herstellung der erfindungsgemassen Nitrt- 
lotriessigsaurederivate kann in an sich bekannter 
Weise, durch Umsetzung einer N-terminal ge- 
schGtzten Verbindung der Formel R-HN-(CH 2 )x-CH- 
(NH 2 )-COOH, worin R eine Aminoschutzgruppe 
und x 2, 3 Oder 4 bedeuten, mit Bromessigsaure in 
alkalischem Medium und anschliessender Abspal- 
tung der Schutzgruppe erfolgen. Eine bevorzugte 
Aminoschutzgruppe ist der Benzytoxycarbonytrest 
(2), der durch katalytische Hydrierung, vorzugswei- 
se mit Pd/C, wieder entfernt werden kann. Auf 
diese Weise konnen r>T-Z-L-2 t 4-Diaminobuttersau- 
re und N'-Z-L-Lysin in die vorstehend genannten 
besonders bevorzugten Nitrilotriessigsaurederivate 
uberftihrt werden. 

Die Herstellung der erfindungsgemassen Che- 
latharze kann in an sich bekannter Weise erfolgen, 
wobei zunSchst die Tragermatrix funktionalisiert 
wird (EinfUhrung des Spacers) und dann das ge- 
wUnschte Nitrilotriessigsaurederivat kovalent an 
den Spacer gebunden wird. 

Bei Agarose als Tragermatrix setzt man bei- 
spielsweise mit Epibromhydrin in alkalischem Me- 
dium um, so dass man Oxiran-agarose erhalt, die 



-O-CH -CH-CH -Gruppen 

2 V 2 



enthalt. Die Oxiran-agarose kann dann in an sich 
bekannter Weise durch Umsetzung mit einem erfin- 
dungsgemassen Nitriloessigsaurederivat, vorzugs- 
weise mit N-[3-Amino-1-carboxypropyt]-iminodies- 
sigsaure Oder N-[5-Amino-1-carboxypentyl]-imino- 
diessigsMure, in alkalischem Medium und an- 
schliessendem Waschen mit einer Nicketsalzld- 
sung, beispielsweise mit Nickelsulfat, in das ge- 
wOnschte erfindungsgemasse Chelatharz uberge- 
fQhrt werden. Ist in speziellen Fallen der Einsatz 
eines anderen Metallions (z.B. Co, Cd) vorteilhaft, 
so kann das entsprechende Metallchelat leicht 
durch Umsetzung des Harzes mit einem geeigne- 
ten Metallsalz erhalten werden. Statt Epibromhydrin 
kann auch Epichlorhydrin eingesetzt werden. Als 
Agarose verwendet man zweckmassigerweise ein 
standard isiertes Produkt, vorzugsweise 

Sepharose® der Firma Pharmacia, Uppsala, 
Schweden. Besonders geeignet ist Sepharose® 
CL-6B. In analoger Weise konnen Polyacrylharze, 
die freie Hydroxygruppen enthalten, wie vorstehend 
angegeben, in erfindungsgemasse Chelatharze 
uberfuhrt werden. Bei Verwendung von Kationen- 
austauscherharzen als Matrix kann die Kopplung 



des Nitrilotriessigsaurederivats direkt unter Ausbil- 
dung einer Amidbindung erfolgen. 

Zur Herstellung der erfindungsgemassen Che- 
latharze konnen auch im Handel erhaltliche, bereits 
s funktionalisierte Tragermatrizes verwendet werden. 
Eine besonders bevorzugte funktionalisierte Trager- 
matrix im Zusammenhang mit der vorliegenden 
Erfindung ist Imidazoicarbamat-agarose, die 



-O-CO-N 




N-Gruppen 



10 



75 enthalt, und die unter dem Markennamen Reacti- 
gel™ der Firma Pierce, Rockford, IL, USA, im 
Handel ist. 

Es hat sich gezeigt, dass sich die erfindungs- 
gemassen Chelatharze durch eine besonders hohe 

20 Spezifitat gegenuber Peptiden und Proteinen, die 
benachbarte Histidinreste enthalten, auszeichnen 
und daher besonders geeignet sind fur die Reini- 
gung von Proteinen mit benachbarten Histidinre- 
sten, insbesondere solchen, die 2 benachbarte Hi- 

25 stidinreste enthalten. Der Ausdruck "benachbarte 
Histidinreste" bezieht sich auf die Anordnung der 
Histidinreste der betreffenden Peptide und Proteine 
im dreidimensionalen Raum, d.h. an der Oberfla- 
che der Verbindungen. Die Nachbarschaft der Hi- 

30 stidinreste kann bereits aufgrund der PrimaVstruktur 
gegeben sein oder erst durch die Sekundar- 
und/oder Tertiarstruktur zustandekommen. Die er- 
findungsgemassen Chelatharze eignen sich daher 
zur Reinigung von nativen und denaturierten Protei- 

35 nen, die mehrere, insbesondere benachbarte, vor- 
zugsweise unmittelbare benachbarte Histidinreste 
enthalten. 

Die erfindungsgemassen Chelatharze konnen 
batch-weise Oder in kontinuierlich zu betreibenden 

40 Saulen verwendet werden. Die erfindungsgemSs- 
sen Chelatharze werden vor der Beladung mit Pro- 
tein zweckmassigerweise mit einem wSssrigen Puf- 
fer, der selber keine Chelate mit Nickel bildet, 
vorzugsweise einem Phosphatpuffer, pH 8, aquili- 

45 briert. Der Aequilibrierungspuffer (wie auch die Elu- 
tionspuffer) kann ein Denaturierungsmittel bzw. ein 
Detergenz, beispielsweise Guanidin"HCI, Harnstoff 
Oder Triton enthalten. Der Zusatz eines solchen 
Denaturierungsmittels oder Detergenzes ermoglicht 

so problemloses Arbeiten selbst mit Proteinen, die in 
wSssriger Losung extrem schwer loslich sind, wie 
beispielsweise Membranproteine. Die Elution des 
Proteins kann bei konstantem pH-Wert oder mit 
linear oder diskontinuierlich fallenden pH-Gradien- 

55 ten durchgefOhrt werden. Die optimalen Elutionsbe- 
dingungen hangen von der Menge und Art der 
vorhandenen Verunreinigungen, der Menge des zu 
reinigenden Materials, den SSulendimensionen 
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usw. ab und sind zweckmassigerweise von Fall zu 
Fall zu bestimmen. 

Die folgenden Beispiele illustrieren die Herstel- 
lung erfindungsgemasser Nitrilotriessigsaurederiva- 
te sowie die Herstellung erfindungsgemasser Me- 
tallchelatharze und deren Verwendung bei der Rei- 
nigung von Proteinen mit benachbarten Histidinre- 
sten. 

Beispiel 1 

41,7 g BromessigsSure wurden in 150 ml 2N 
Natronlauge gelost und auf 0*C gekuhlt. Dazu 
wurde unter Ruhren eine Losung von 42 g N'-Z-L- 
Lysin in 225 ml 2N Natronlauge bei CTC iangsam 
zugetroptt. Nach 2 Stunden wurde die Kuhlung 
abgestellt und Uber Nacht weitergerUhrt Dann wur- 
de das Reaktionsgemisch wahrend 2 Stunden bei 
50 'C gehalten und anschliessend wurden 450 ml 
1N Salzsaure zugesetzt. Nachdem das Gemisch 
abgekuhlt war wurden die ausgeschiedenen Kristal- 
le abfiltriert. Das Produkt wurde in 1 N Natronlauge 
gelost und mit der gleichen Menge 1N Salzsaure 
erneut gefSllt und abfiltriert. Es wurden 40 g N-[5- 
Benzyloxycarbonylamino-1-carboxypentyl]- 
iminodiessigsaure in Form weisser Kristalle, Smp. 
172-1 74 *C (Zers.), [o] D = +9,9* (c - 1; 0,1 N 
NaOH), erhalten. 

7,9 g des erhaltenen Lysinderivats wurden in 
49 ml 1N Natronlauge gelost und nach Zusatz 
einer Spatelspitze 5% Pd/C bei Raumtemperatur 
und Normaldruck hydriert. Der Katalysator wurde 
abfiltriert und das Filtrat etngedampft. Es resultier- 
ten 6,2 g N-[5-Amino-1-carboxypentyl]-iminodies- 
sigsSure. deren Struktur, NH 2 -(CH 2 )4-CH(COOH)- 
N(CH 2 COOH) 2) durch das NMR-Spektrum bestatigt 
wurde. 

100 ml Sepharose® CL-6B (Pharmacia) wurden 
auf einer Glasfilternutsche zweimal mit ca. 500 ml 
Wasser gewaschen und dann in einem 500 ml 
Rundkolben mit 16 ml 4N Natronlauge und 8,22 ml 
Epibromhydrin 4 Stunden bei 30 *C umgesetzt 
Das Totalvolumen des Reaktionsgemisches war 
200 ml Anschliessend wurde die aktivierte Sepha- 
rose abfiltriert, mit Wasser neutral gewaschen und 
zurOck in das Reaktionsgefass transferiert 6,5 g N- 
[5-Amino-1 -carboxypentyl]-iminodiessigsaure wur- 
den in 50 ml Wasser gelost und zusammen mit 
10,6 g festem Soda zur aktivierten Sepharose ge- 
geben. Das Gemisch wurde bei 60 'C uber Nacht 
Iangsam gerUhrt Das resultierende Chelatharz mit 
der Formel [Sepharose®CL-6B]-0-CH 2 -CH(OH)- 
CH 2 -NK-(CH 2 )*-CH(COOH)-N(CH 2 COOH) 2 (NTA- 
Harz) wurde anschliessend in einer Chromatogra- 
phiesaule nacheinander mit 500 ml Wasser, 100 ml 
wassrigem NiS04*6H 2 0 (2 Gew.-%), 200 ml Was- 
ser, 200 ml 0,2M Essigsaure (enthaltend 0,2M 
NaCI und 0,1 GewTVol.% Tween 20) und 200 ml 



Wasser gewaschen. Die Nickelionenkonzentration 
des resultierenden Chelatharzes der Formel 
[Sepharose®CL-6B]-0-CH 2 -CH(OH)-CH 2 -NH- 
(C^Ji-CH^OOHJ-N^^COO-^Ni 2 * betrug etwa 
5 7,1 Mikromol/ml. 

Beispiel 2 

Fur einen qualitativen Vergleich der Stabilitaten 

io der Nickelkomplexe von immobilisierter Iminodies- 
sigsaure (IMA) und immobilisierter Nitrilotriessig- 
saure (NTA) wurden die beiden Nickelchelatharze 
mit einer wasserigen Losung von Iminodiessigsau- 
re eluiert und das Auswaschen der Nickelionen 

75 verfolgt. 

In eine Chromtographiesaule (d = 1,6 cm) 
wurden 50 ml IMA-Harz der Formel Agarose-O- 
CH 2 -CH(OH)-CH 2 -N(CH 2 COOH) 2 (Herstellung sie- 
he Europaische Patentanmeldung Nr. 84101814.6, 

20 Veroffentlichungsnummer 118 808) gefOllt und gut 
mit Wasser gewaschen. Dann wurden bei einer 
Durchflussgeschwindigkeit von 100 ml/h 10 ml ei- 
ner 0.012M NiS04 # 5H 2 0-L6sung in Wasser aufge- 
tragen und anschliessend die SSule mit 70 ml 

25 Wasser gewaschen. Mit 0,1 M wassriger Iminodies- 
sigsaure (IMA), pH 7,0, wurde eluiert. Es wurden 
Fraktionen zu je 10 ml gesammelt. In den Fraktio- 
nen 10-19 konnten Nickelionen nachgewiesen wer- 
den (UV 390 nm). 

30 In gleicher Weise wurden 50 ml NTA-Harz der 

Struktur [Sepharose®CL-6B]-0-CH 2 -CH(OH)-CH 2 * 
NH-(CH 2 )4-CH(COOH)-N(CH 2 COOH)2 in eine Chro- 
matographiesaule (d = 1,6 cm) gefUllt, mit Wasser 
gewaschen, danach mit 10 ml 0,01 2M 

35 NiSCU*5H 2 0 beladen, wieder mit Wasser gewa- 
schen und mit 0,1 M wassriger Iminodiessigsaure, 
pH 7,0, eluiert. Erst in den Fraktionen 30-34 konn- 
ten Nickelionen nachgewiesen werden (UV 390 
nm), womit gezeigt ist, dass im neuen NTA-Harz 

40 die Ni"-lonen starker gebunden sind als im bekann- 
ten IMA-Harz. 

Beispiel 3 

45 6,5 g Bromessigsaure wurden in 8,1 ml 4N 

Natronlauge gelbst und auf 0*C gekuhlt. Dazu 
wurde unter RUhren eine Losung von 4,1 g N Y - 
Benzyloxycarbonyl-L-2,4-diaminobuttersaure in 
24,4 ml 2N Natronlauge zugetroptt. Nach 2 Stun- 
so den wurde die Kuhlung abgestellt und uber Nacht 
weitergerOhrt. Dann wurde das Reaktionsgemisch 
wahrend 2 Stunden bei 50 *C gehalten und an- 
schliessend wurden 12,2 ml 4N Salzsaure zuge- 
setzt. Nachdem das Gemisch abgekUhlt war, wur- 
55 den die ausgeschiedenen Kristalle abfiltriert. Das 
Produkt wurde in 2N Natronlauge gelost und mit 
6,1 ml 4N Salzsaure erneut gefallt und abfiltriert. 
Es wurden 5 g N-[3-Benzyloxycarbonylamino-1- 
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carboxypropyl] -tminodiessigsaure in Form weisser 
Kristalle, Smp. 136-138* C (Zers.), erhalten. 

2,9 g des erhaltenen Buttersaurederivates wur- 
den in 16 ml 1N Natronlauge gelost und nach 
Zusatz einer Spatelspitze 5% Pd/C bei Raumtem- 
peratur und Normaldruck hydriert. Der Katalysator 
wurde abfiltriert und das Filtrat eingedampft. Es 
resultierten 2,2 g N-[3-Amino-1-carboxypropyl]-imi- 
nodiessigsaure, deren Struktur, NH 2 -(CH 2 )2-CH- 
(COOH)-N(CH 2 COOH) 2 , durch das NMR-Spektrum 
bestatigt wurde. 

Eine Losung von 1,9 g der erhaltenen N-[3- 
Amino-1-carboxypropyl]-iminodiessigsaure in 50 ml 
Wasser wurde mit 2,6 g fester Soda versetzt, zu 
dem auf O'C gekuhlten Gemisch, wurden 50 ml 
mit Imidazolcarbamat aktivierte Agarose (Reacti- 
Gel™ der Firma Pierce) zugegeben. Nach 15 Stun- 
den Inkubation bei O'C wurde das resultierende 
Chelatharz der Formel Agarose-0-CO-NH-(CH 2 ) 2 - 
CH(COOH)-N(CH 2 COOH>2 abfiltriert, mit Wasser 
gewaschen und wie in Beispiel 1 beschrieben mit 
Ni"-lonen beladen. Die Nickelionenkonzentration 
des resultierenden Chelatharzes der Formel 
Agarose-0-CO-NH-(CH 2 ) 2 -CH(COOH)-N- 
(CH 2 COO~)Ni 2 * betrug 3,1 Mikromol/ml. 

Beispiel 4 

Eine Saule (0 1 cm, Lange = 4,8 cm) wurde 
mit metallfreiem Chelatharz der Formel 
[Sepharose®CL-6B]-0-CH 2 -CH(OH)-CH 2 -NH- 
(CH 2 )4-CH(COOH)-N(CH 2 COOH) 2 (NTA-Harz) ge- 
tUllt und das Harz durch SpUlen mit dem dreifa- 
chen Saulenvolumen 0,1 M NiSCU # 5H 2 0 und an- 
schtiessendes Waschen mit dem dreifachen Sau- 
lenvolumen 0,2M Essigsaure in die Nickelform ge- 
bracht. Anschliessend wurde mit 0,1 M Natrium- 
phosphatpuffer (pH 8,0 und 0,5M NaCI aquilibriert 
(Durchfluss jeweils 13.2 ml/Std.). 

1 mg eines Modellpeptids der Formel His-His- 
Leu-Gly-Gly-Ala-Lys-Glu-Ala-Gly-Asp-Val wurde in 
1 ml Aequilibrierpuffer aufgenommen und auf die 
Saule aufgetragen. Durch Waschen mit 0,1 M Imi- 
dazol in 0,1 M Natriumphosphat, pH 8,0 und 0.5M 
NaCI konnte das Modellpeptid eiuiert werden. Der 
Nachweis im Eluat erfolgte mit Ninhydrin nach 
Moore, S. und Stein, W. [J. Biol. Chem. 176, 367- 
388 (1948)]. 

Beispiel 5 

In zu Beispiel 4 analoger Weise wurde eine 
Saule (0 - 1 cm, Lange = 4,8 cm) mit NTA-Harz 
gefullt und das Harz in die Nickelform gebracht. 
Nach dem Waschen mit 0.2M Essigsaure wurde 
die SSule mit 7M Guanidin*HCI in 0,1 M Natrium- 
phosphatpuffer (pH 8,0) aquilibriert. 

Verschiedene Mengen (bis zu 12,7 mg) eines 



Modellpeptids mit der Formel Asp-Arg-Val-Tyr-lle- 
His-Pro-Phe-His-Leu-Val-lle-His-Ser wurden in 1 ml 
7M Guanidin'HCl und 0,1 M Natriumphosphat (pH 
8.0) gelost und auf die Saule aufgetragen. Dieses 

5 Peptid ist in 7M Guanidin*HCI sehr gut, jedoch in 
0,1 M Natriumphosphat und 0,5M NaCI schlecht 
losiich. Die Elution erfolgte durch stufenweises 
Senken des pH-Wertes. Das Peptid wurde mittels 
UV-Spektrometrie bet X = 280 nm nachgewiesen. 

w Als Vergleichssubstanzen wurden Trypsin aus 

Rinderpankreas und Cytochrom C aus Pferdeherz 
verwendet. Keines der beiden Proteine bindet bei 
pH 8 an das NTA-Harz. Offensichtlich spielt die 
Anordnung der Histidine eine ausschiaggebende 

75 Rolle. Beim Trypsin befinden sich drei Histidine in 
den Positionen 29, 46 und 79, die trotz Entfaltung 
der Struktur durch 7M Guanidin nicht in der Lage 
sind, einen stabilen Komplex zu bilden und beim 
Cytochem C sind die beiden Histidine zwar raum- 

20 lich benachbart (Positionen 18 und 26), aber nicht 
in der Lage, einen zwetzahnigen Liganden zu bil- 
den, da ein Histidin an das Ham-Eisen gebunden 
ist. 

25 Beispiel 6 



Laktatdehydrogenase-lsoenzyme sind tetrame- 
re Proteine mit einem Molekulargewicht von 
140'000. Die Isoenzyme aus Schwein sind weitge- 

30 hend homolog mit Ausnahme der aminoterminalen 
Region. Diese befindet sich an der Proteinoberfla- 
che. Das Herztyp-lsoenzym besitzt in dieser Re- 
gion kein Histidin, das Muskeltyp-lsoenzym hinge- 
gen drei, darunter die Sequenz His-Val-Pro-His 

35 [L.Li et al., J. Biol. Chem. 258, 7029-7032 (1983)]. 

Wie in Beispiel 4 beschrieben wurde eine Sau- 
le (0 = 1 cm, Lange = 4,8 cm) mit NTA-Harz 
gefullt, das Harz in die Nickelform gebracht und 
mit 0,1 M Natriumphosphatpuffer (pH 7,5) und 0.5M 

40 NaCI aquilibriert. 2 mg Laktatdehydrogenase aus 
Schweineherz (H*-LOH) oder Schweinemuskel (Mi- 
LOH) wurden in 1,5 ml Aequilibrierpuffer aufge- 
nommen und auf die Saule aufgetragen. Wahrend 
H4-LOH trotz ihrer 28 Histidinreste nicht adsorbiert 

45 wurde, wurde M4-LOH bei pH 7,5 absorbiert und 
konnte durch senken des pH-Wertes auf 6 eiuiert 
werden. 

Dieses Experiment zeigt, dass das NTA-Harz 
ausserst selektiv ist fUr Proteine, die als Struktur- 
50 element benachbarte Histidine auf der Proteinober- 
fiache besitzen. 

PatentansprUche 

55 1. Metallchelatharz der Formel 

Tragermatrix-Spacer-NH^CHs^-CH^OOH^N- 
(CH 2 COO-) 2 Ni 2 * (I) 



EP 0 253 303 B1 



10 



worin X 2, 3 Oder 4 bedeutet. 

2. Metallchelatharz gemass Anspruch 1 , worin die 
Tragermatrix Agarose ist. 

3. Metallchelatharz gemass Anspruch 1 , worin die 
Tragermatrix Sepharose®CL-6B ist. 

4. Metallchelatharz gemass einem der AnsprOche 
1-3, worin der Spacer -O-CO Oder -0-CH 2 - 
CH(OH)-CH 2 - ist. 

5. Eine Verbindung der Forme! 

H 2 N-(CH 2 )x-CH(COOH)-N(CH 2 COOH) 2 

worin x 2, 3 oder 4 bedeutet, 
und deren Salze. 

6. N-[3-Amino-1 -carboxypropyl]- 
iminodiessigsaure. 

7. N-[5-Amino-1-carboxypentyl]- 
iminodiessigsaure. 

8. Verfahren zur Hersteltung eines Metallchelat- 
harzes gemass einem der AnsprCiche 1-4, da- 
durch gekennzeichnet, dass man eine Verbin- 
dung gemSss einem der AnsprOche 5-7 mit 
einer durch Spacergruppen funktionalisierten 
Tragermatrix umsetzt und anschliessend mit 
einer Nickelsalzlosung wascht. 

9. Verfahren gemSss Anspruch 8, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die funktionalisierte Trager- 
matrix Oxi ran- Agarose ist, die 



-O-CH -CH-CH -Gruppen 
2 \ / 2 

O 



enthalt. 

10. Verfahren gemass Anspruch 8, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die funktionalisierte Trager- 
matrix, Imidazolcarbamat-Agarose ist, die 



-O-CO-N N-Gruppen 
enthalt. 

11. Verfahren zur Herstellung einer Verbindung der 
Formel 
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H 2 N-(CH 2 ) x -CH(COOH)-N(CH 2 COOH) 2 

worin x 2, 3 oder 4 bedeutet, 
dadurch gekennzeichnet, dass man eine N- 
terminal geschGtzte Verbindung der Formel 

R-HN-(CH 2 )x-CH(NH 2 )-COOH 

worin R eine Aminoschutzgruppe und x 2, 
3 oder 4 bedeuten, 

mit mindestens 2 Aequivalenten Bromessig- 
saure umsetzt und aus dem resultierenden Re- 
aktionsprodukt die Schutzgruppe abspaltet. 

12. Verfahren gemass Anspruch 11, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Schutzgruppe Benzy- 
loxycarbonyl (Z) ist und deren Abspaltung 
durch Hydrierung in Gegenwart von Pd/C er- 
folgt. 

13. Verfahren zur Herstellung von [3-Amino-1- 
carboxypropyl]-iminodiessigsaure, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass man N T - 
Benzyloxycarbonyl-L-2,4-diaminobuttersaure 
mit Bromessigsaure umsetzt und das resultie- 
rende Reaktionsprodukt in Gegenwart von 
Pd/C hydriert. 

14. Verfahren zur Herstellung von N-[5-Amino-1- 
carboxypentylj-iminodiessigsaure, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass man N'-Benzyloxycarbonyl- 
L-lysin mit Bromessigsaure umsetzt und das 
resultierende Reaktionsprodukt in Gegenwart 
von Pd/C hydriert. 

15. Verfahren zur Reinigung von Proteinen, die 
mehrere benachbarte Histidinreste enthalten, 
dadurch gekennzeichnet, dass man sie der 
Affinitats-Chromatographie an einem Metall- 
chelatharz gemass den AnsprOchen 1-4 unter- 
wirft 

16. Verwendung eines Chelatharzes gemass ei- 
nem der AnsprOche 1-4 in der Metallchelat- 
Chromatographie. 

17. Verwendung eines Chelatharzes gemass ei- 
nem der AnsprOche 1-4 zur Reinigung von 
Proteinen, die mehrere Histidinreste enthalten. 

18. Verwendung eines Chelatharzes gemass ei- 
nem der AnsprOche 1-4 zur Reinigung von 
Proteinen, die 2 unmittelbar benachbarte Hi- 
stidinreste enthalten. 

Claims 

1. A metal chelate resin of the formula 
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Carrier matrix-spacer-NH-(CH 2 ^-CH^OOH^N- 
(CH 2 COO-) 2 Ni 2 * (I) 

wherein X signifies 2, 3 or 4. 

2. A metal chelate resin according to claim 1, 
wherein the carrier matrix is agarose. 

3. A metal chelate resin according to claim 1, 
wherein the carrier matrix is Sepharose®CL- 
6B. 

4. A metal chelate resin according to any one of 
claims 1-3, wherein the spacer is -O-CO- or 
-0-CH 2 -CH(OH)-CH 2 -. 

5. A compound of the formula 

H 2 N-(CH 2 )x-CH(COOH)-N(CH 2 COOH)2 

wherein x signifies 2, 3 or 4, 
and its salts. - 

6. N-[3-Amino-1 -carboxypropyl]-iminodiacetic 
acid. 

7. N-[5- Amino- 1 -carboxy pentyl]-iminodiacetic 
acid. 

8. A process for the manufacture of a metal 
chelate resin according to any one of claims 1 - 
4, which process comprises reacting a com- 
pound according to any one of claims 5-7 with 
a carrier matrix functionalized with spacer 
groups and subsequently washing with a nickel 
salt solution. 

9. A process according to claim 8, wherein the 
functionalized carrier matrix is oxirane-agarose 
which contains 

-O-CH -CH-CH 
2 \ / 2 

O 



groups. 

10. A process according to claim 8, wherein the 
functionalized carrier matrix is 
imidazolecarbamate-agarose which contains 



groups. 

11. A process for the manufacture of a compound 
of the formula 

5 

H 2 N-(CH 2 )k-CH(COOH)-N(CH 2 COOH) 2 

wherein x signifies 2, 3 or 4, 
which process comprises reacting a N-terminal 
w protected compound of the formula 

R-HN-(CH 2 )x-CH(NH 2 )-COOH 

wherein R signifies an amino protecting 
75 group and x signifies 2, 3 or 4, 

with at least 2 equivalents of bromoacetic acid 
and cleaving off the protecting group from the 
resulting reaction product. 

20 12. A process according to claim 11, wherein the 
protecting group is benzyloxycarbonyl (Z) and 
its cleavage is effected by hydrogenation in 
the presence of Pd/C. 

25 13. A process for the manufacture of [3-amino-1- 
carboxypropyl]-iminodiacetic acid, which pro- 
cess comprises reacting N T - 
benzyloxycarbonyl-L-2,4-diaminobutyric acid 
with bromoacetic acid and hydrogenating the 

30 resulting reaction product in the presence of 

Pd/C. 

14. A process for the manufacture of N-[5-amino- 
1-carboxypentyl]-iminodiacetic acid, which pro- 
35 cess comprises reacting N'-benzyloxycarbonyl- 

L-lysine with bromoacetic acid and hydroge- 
nating the resulting reaction product in the 
presence of Pd/C. 



40 



45 



50 



-O-CO-N N 



15. A process for the purification of proteins which 
contain several neighbouring histidine resi- 
dues, which process comprises subjecting said 
proteins to affinity chromatography on a metal 
chelate resin as set forth in claims 1-4. 

16. The use of a chelate resin according to any 
one of claims 1-4 in metal chelate chromatog- 
raphy. 

17. The use of a chelate resin according to any 
one of claims 1-4 for the purification of pro- 
teins which contain several histidine residues. 

18. The use of a chelate resin according to any 
one of claims 1-4 for the purification of pro- 
teins which contain 2 immediately neighbour- 
ing histidine residues. 
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Revendicatlons 



1. Resine cheiatante de metaux de formule 

Matrice Matiere support d'ecartement -NH- 
(CH 2 ^-CHCCOOHJ-N^Hs COO")2 Ni 2 * (I) 

dans laquelle X vaut 2, 3 ou 4. 

2. Resine cheiatante de metaux selon la revendi- 
cation 1, dans laquelle la matrice support est 
I'agarose. 

3. Resine cheiatante de metaux selon la revendi- 
cation 1, dans laquelle la matrice support est 
le Sepharose®CL-6B. 

4. Resine cheiatante de metaux selon Tune des 
revendications 1*3, dans laquelle la matiere 
d'ecartement est -O-CO- ou -0-CH 2 -CH(OH)- 
CH 2 - . 

5. Compose* de formule 
H 2 N-(CH 2 ) x -CH(COOH)-N(CH2COOH)2 
dans lequel X vaut 2, 3 ou 4, et ses sels. 

6. Acide N-[3-amino-1-carboxypropyl]-iminodiace*- 
tique. 

7. Acide N-[5-amino-1-carboxypentyl]-iminodiacd- 
tique. 

8. Procede de preparation d'une resine cheiatan- 
te de metaux selon Tune des revendications 1- 
4, caracterise en ce qu'on fait reagir un com- 
pose* selon Tune des revendications 5-7 avec 
une matrice support fonctionnalis^e par des 
groupes d'ecartement puis en ce qu'on lave 
avec une solution de sel de nickel. 

9. Procede selon la revendication 8, caracterise 
en ce que la matrice support fonctionnalisSe 
est i'oxiraneagarose, qui contient des groupes 



-0-CH--CH-CH. 



10. Procede selon la revendication 8, caracterise 
en ce que la matrice support fonctionnalisde 
est I'imidazolecarbamate-agarose qui contient 
des groupes 



10 



-O-CO-N N . 



11. Procede de preparation d'un compost de for- 
mule 

H 2 N-(CH 2 VCH(COOH)-N(CH 2 COOH>2 

dans lequel x vaut 2, 3 ou 4, 

caracterise en ce qu'on fait reagir un compose* 

protege* N-terminal de formule 

R-HN-(CH 2 )k-CH(NH 2 )-COOH 

dans lequel R represente un groupe protecteur 
d'amino et x vaut 2, 3 ou 4, 
avec au moins 2 equivalents d'acide bromace- 
tique, et on s6pare le groupe protecteur du 
produit reactionnel resultant. 

12. Procede selon la revendication 11, caracteVise* 
en ce que le groupe protecteur est le benzy- 
loxycarbonyle (Z) et en ce que sa separation 
s'effectue par hydrogenation en presence de 
Pd/C. 

13. Precede de preparation d'acide [3-amino-1- 
carboxypropyl]-iminodiacetique,caracterise en 
ce qu'on fait reagir Tacide N y - 
benzyloxycarbonyl-L-2,4-diaminobutyrique 
avec de I'acide bromacetique et en ce qu'on 
hydrogene le produit reactionnel resultant en 
presence de Pd/C. 

14. Procede de preparation d'acide N-[5-amino-i- 
carboxypentyl]-iminodiacetique, caracterise en 
ce qu'on fait reagir de la N'-benz 
yloxycarbonyl-L-lysine avec de I'acide broma- 
cetique et en ce qu'on hydrogene le produit 
reactionnel resultant en presence de Pd/C. 



15. Procede de purification de proteines qui 
contiennent plusieurs radicaux histidine voi- 
sins, caracterise en ce qu'on les soumet a une 
chromatographie d'affinite sur une resine che- 

50 latante de metaux selon les revendications 1-4. 

16. Application d'une resine cheiatante selon Tune 
des revendications 1-4 dans la chromatogra- 
phie des chelates de metaux. 

55 

17. Application d'une resine cheiatante selon I'une 
des revendications 1-4 a la purification de pro- 
teines qui contiennent plusieurs radicaux histi- 
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dine. 



18. Application d'une rdsine ch^latante selon Tune 
des revendications 1-4 a la purification de pro- 
twines qui contiennent 2 radicaux histidine im- 5 
m^diatement voisins. 
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